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TheaimoftllisstudywastoestablishartificialcultivationofGenuｓｃｈ､(pCeps(C1avicipitaceae)，
arareentomoparasiticfimgusinnaturalfiled,ａｎｄtoinvestigatepharmacologicalactivitiesofsome
fimgiofthisgroup､０ｈｍ噸rzmzKobayasi,Ｇ虚ねomonZazzaYakusijietKumazawa,CzzziZiZa油
ＬＲ伽吻ｅｓａｎｄ２ｃ施血egrowninJapanesenaturalEeldwereselectedinthisexperiment・I
firstexanlinedthearti丘cialcultivationofthesefimgifbrestablishingtlleirsupplyroute，and
succeededincultivatingsixdiffbrentkindsofCbr[ZPDE1psinaliquidorsemi-somdagarmedium､The
morphologicalstructuresoffiPuitingbodiesfiPomartificialculturedmyceliawereindividually
consistedwithfiDuitingbodiesdevelopedinnaturalfield
Theimmunopharmacologicalactivitiesoftheliquidculturefiltrateof2ten叩es(PTCF)and2
Grbad:Ie(PCCF)wereinvestigated・PTCFaugmentedanti-sheepredbloodcelllgMplaque-fbrnmg
cellsresponseuponoraladministrationtomice・ＰＴＣＦａｌｓｏｒｅｃｏｖｅｒｅｄｒeducingthePFCnumbers
causedbyintravenousadministrationofanticanceragents,ｓｕｃｈａｓ５－ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉＬＰＴＣＦａｎｄＰＣＣF
stimulatedlL-2andlFN-YproductionsinculturedmurinePeyer，spatchcells,andthefractionrich
inproteoglycansfifomPTCFwasseparatedasactivefiFactionthatstimulatesThlcytokine
production・
Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｎｄ，PTCFalsohadactivitiesthatattenuatesuperoxide，hydroxyland
l,ldjiQhenyl-2-picrylhydrazylradicalsusingx-bandelectronspinresonancespectrometry
ELkentogether,thereisapossibimtyofmetabolitesofsomeentomoparasiticfilngi，especially
PTCFandPCCEbeingtherapeuticorpreventiveagentsfbrimmunediseases．
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【目的】子嚢胞子亜門、バッカクキン科に属するComQbﾉceps属菌は、生きた昆虫の虫体成
分を栄養源として生活する昆虫寄生菌である。本菌を代表する「冬虫夏草（ＣＯ⑩ceps
sj"伽is)」は、滋養､強壮、老化防止を目的とした中薬、民間薬あるいは薬膳として珍重
される。冬虫夏草を含めたＣＭｶﾉceps属菌の多くは、多彩な薬効を示すと考えられている
が、自然では発生が希少なため絶対的な供給量が少ないなどの理由から、それらの薬理学
的機能性や有効成分については明らかにされていない種も多い。そこで本研究では、野外
から５種類のＣＯ吻叩s属菌（ハナサナギタケルecj/o”cesje"ZJjpes、ツクツクボウシタケ
PMCα〃、サナギタケＣＯ⑩cep川ﾉﾉﾉ〃ｉｓ、マルミノアリタケＣ允伽〃川およびウスキサ
ナギタケCmAzJo伽"伽α）を採取し、これらについて安全かつ安定した資源供給および資
源保護を目的とした人工培養に関する研究を行うとともに、大量培養が可能であった菌に
ついては、この培養代謝液を採取して特に免疫反応を中心とした薬理学的機能性を調べる
とともにその有効成分についても調べた。
【本論】７月から８月にかけての山形県および秋田県内の広葉樹林帯でハナサナギタケ(寄
主昆虫：スズメガの蠣）を採取し、本菌の子実体頭部から分生子を採取した。この分生胞
子を、虫体成分を含まない傾斜寒天培地（5ｍL）（寒天、植物由来グルテン、グルコース、
乾燥酵母含有）に無菌的に接種し、自然光条件、１８℃で密栓培養を行った。その結果、培
養開始から約１０曰を経過したころより、斑点状の菌糸体コロニーが形成し(直径:５ｍｍ)、
これが培養経過時間とともに拡大して寒天培地上表面を完全に覆い､平均で３０曰前後から
菌糸体表面から分生子柄が発生した。さらに培養を続けることにより、野外に発生するハ
ナサナギタケと同じ形態をもった分生子柄束が発生した。成熟したハナサナギタケの分生
子柄束が発生するには、約６０~９０日の培養が必要であった。このことから、ハナサナギタ
ケについては虫体成分を含まない培地であっても野外と同じ形態をもつ子実体を多量に発
生させることが可能であった。
次に、ウスキサナギタケ（山形件内で採取）について、ハナサナギタケと同様の接種実
験を行った。ウスキサナギタケは、ハナサナギタケとは異なり有性の子嚢性子座を形成す
る種である。ウスキサナギタケから子襄果を採取して寒天培地上に接種すると、３０曰後に
は菌床が形成され、６０日後には１５本の子実体が発生した。子実体に形成された胞子につ
いて顕微鏡学的に調べたところ分生胞子であった。繰り返し実験を行っても子嚢胞子から
形成されるのはすべて分生子柄であったので、接種箇所を虫体内の菌叢と柄に変更して行
った。その結果、柄の部分を接種した場合にのみ子嚢殻性子座の子実体が発生した。子嚢
殻`住子座は、野外で見出されるウスキサナギタケと形態学的に同様のものであり、試験管
内培養で発生した子実体はウスキサナギタケと同定された。なお、虫体の菌叢を接種した
場合に発生する子実体は、すべて分生子柄束であった。ウスキサナギタケの柄を接種する
ことで子嚢殻`i生子座を発生させるのに成功したことから、形態的特異`I生と再現性を調べる
ために他の有性子実体を形成するサナギタケ（秋田および青森県で採取）とマルミノアリ
タケ（徳島県で採取）について同様の接種実験を行った。その結果、両者のＣＯ､ｳﾉcePS属
菌の柄を摂取した場合に２０％以上の頻度で野外と同じ特徴をもった固有の子実体を形成さ
せるのに成功した。さらに野外では希少菌であるマルミノアリタケについて、試験管内に
発生する柄を新鮮培地に植継ぐことにより、継代が可能であることもわかった。虫体成分
を用いない培地上で、野外と同じ子嚢殻性子座の子実体を形成させるのに成功した例は30
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年以上前にサナギタケとウスキサナギタケでの２例があるに過ぎないが、これらはいずれ
も再現性に乏しい報告であった。従って、有性の子実体の柄を摂取することで２０％以上の
頻度で子嚢殻`l生子座を再現'性良くを多量に発生させることが可能となったことから、希少
種を含めた保護やＣＯ吻叩s属菌の薬用資源供給および薬効評価が可能となった。
次に、分生子柄束を形成する種で、わが国では滋養・強壮の民間薬であるハナサナギタ
ケを上記の方法で多量に培養し、この培養代謝液について薬効を評価した。すなわち、ハ
ナサナギタケを液体培地で２年間静置培養し、子実体を取り除いて得られた培養代謝液を
凍結乾燥して粉末化し、これをマウスに経口投与して異種抗原（緬羊赤血球）に対する抗
体産生細胞数を調べたdその結果、ハナサナギタケ培養代謝液粉末（PTC]F）を７日間にわ
たって経口投与すると抗体産生数が顕著に増加した。さらに、ＰTCFはS-nuorouracilを静
脈内投与して誘発する抗体産生細胞数の低下について、これを正常値まで回復させる効果
が認められた。従って、ＰTCFには免疫賦活化および制癌剤による免疫不全を回復させる効
果があることが明らかとなった。
次に、３種類の活性酸素種を用いてＰTCFの活性酸素消去活性をＥＳＲ法で調べた。その
結果、ＰTCFは１ｍｇ/inLの濃度で1,1-diphenyll-2-picrylhydrazyl（DPPH）radicalをほぼ完
全に消去した。ハナサナギタケと併用して服用される民間薬のツリガネタケの熱水抽出エ
キス（FFE）の活性酸素消去活性を調べたところ、superoxideanion、hydroxylおよびDPPH
radicalの発生を濃度依存的に抑制し、その効果はPTCＦよりも強かった。さらにＰTCFと
FFEを１:６の割合で混合したエキスでは､これらの活性酸素消去活性が相加的に増強した。
このようにＰTCF単独では活性酸素消去能は弱いがＦＦＥと併用することにより、ＦＦＥによ
る消去活性を強める効果があることが明らかとなった。従って、ハナサナギタケとツリガ
ネタケには活性酸素消去活性、すなわち抗酸化活性があることが判明した。
ＰTCFはこれを経口投与することにより、マウスの全身の免疫応答である抗体産生細胞数
が増加させるので、この効果は消化管免疫応答を介した間接的な免疫応答の活性化が関与
しているのではないかと考え、ＰTCFの腸管免疫応答に及ぼす影響を調べた。ＰTCFを経口
投与したマウスから消化管免疫応答の主要な誘導装置であるバイエル板のリンパ球系細胞
を採取し、これが産生するIL-2、IFN-γ、IL-4、IL-5、GM-CSF、およびIL-10を測定した。
その結果、ＰTCF投与マウスのバイエル板構成細胞ではIL-2、IFN-γ、GM-CSRIL-10の
産生が顕著に増加したが、ＩＬ－４およびIL-5の産生にはまったく影響を及ぼさなかった。こ
のことからＰTCFは、Thelperl（Thl）とThelper2（Th2）によるサイトカイン産生の一部
を選択的に制御して産生させる効果があることがわかった。そこで、Ｔｈｌのサイトカイン
（IL-2およびIFN‐γ）産生を増加させるＰTCF中の成分について探査を行った｡その結果、
PTCFのThlサイトカイン産生の増強効果は透析されない画分(ＭＷ＜7.8kD)に移行した。
そこで､ＰTCFを８０％ＥｔＯＨで沈殿して得た画分を強酸性陽イオン交換カラムに付して分画
を行ったところ、１Npyridineで溶出する画分に活性が移行した。これをさらに中塩基性陰
イオン交換カラムで分画を行った結果、O3MNaClで溶出する画分にThlサイトカイン産
生を強く刺激する画分が得られた。この画分について多糖と蛋白の含量を測定したところ、
それぞれ９１％と７％であり、電気泳動の結果、３５ｋＤにCBB-250で染色されるバンＦが認
められた。このことから、ＰTCFによるＴｈｌサイトカイン産生誘導成分の一つはこれに含
まれるglycoproteinである可能性が考えられた。なお、これらのサイトカイン産生はパイエ
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ル板構成細胞中のリンパ球ポピュレーションに影響を及ぼさずに発現することが、フロー
サイトメトリー法により明らかとなった。
ハナサナギタケと同じ分生子柄束を形成する種のツクツクボウシタケ（山形県内で採取）
培養代謝液（PCCF）についても、バイエル板構成細胞のサイトカイン産生に及ぼす影響を
調べた。ＰCCFを経口投与はバイエル板構成細胞によるIFN-y、ＧＭ－ＣＳＦおよびIL-10の産
生を増加させるが、ＰTCFとは異なり、ＣｏｎＡ刺激によるIL-2についてはこの産生を抑制
した。従って、同じ分生子柄束を形成するCordyceps属菌であっても消化管免疫応答に及
ぼす効果は種によって異なることが明らかとなった。なお、この相違はツクツクボウシタ
ケに含まれるスフインゴシン誘導体のmyriocinによってもたらされていることがわかった。
【結論】以上の研究成果から、野外では生きた昆虫を宿主とするＣＯ物〃ｓ属菌のうち、
有性の子実体を形成する種（ウスキサナギタケ、サナギタケ、マルミノアリタケ）と分生
子柄束を形成する種（ハナサナギタケ、ツクツクポウシタケ）について虫体成分を含まな
い培地で、野外と同じ形態をもつ子実体を再現性よく、かつ多量に形成させる培養法を確
立することができた。また、分生子柄束の子実体を発生させる種のハナサナギタケには、
活'性酸素消去する効果や全身および消化管免疫応答を活性化させる効果があることが判明
した｡消化管免疫応答についてはハナサナギタケ培養液中に含まれるglycoproteinがサイト
カイン産生を調節するとともに、同じ分生子柄束を形成する種であるツクツクボウシタケ
とは効果が異なることも明らかとなり、種によって作り出される成分に相違があることも
判明した。特に薬理学的な機能性において種々の活'性が認められハナサナギタケについて
は、今後さらに詳細な成分の探査や薬理学的メカニズムを明らかになることにより、また
他のＣＯ､ｳﾉcepS属菌についても種々の薬効評価を行うことにより、薬用あるいは機能性食
品としての価値が高まると考えられる。
学位論文審査結果の要旨
本研究は、バッカクキン科ノムシタケ（cbnqｸ'と印,）属に分類される４種類の薬用菌類について、これら
の人工培養方法を確立し、次いで免疫賦活作用、抗菌化作用、及び消化管免疫応答に及ぼす影響について実
験薬理学的な研究をし、それらの培養液の有用性を明らかにした。
まず、肋ecZiqm)に巴ＳとCbmh3ps属菌の４種類について、虫体成分を用いない倍地上で、野外と同じ形
態を持つ子実体形成に成功するとともに､ハナサナギタケについては液体培地を用いる大量培養に成功した。
次に、ハナサナギタケは伝承医療において、補気、滋養強壮、あるいは種々の慢性疾患の予防に用いられて
きたことから、同菌培養液について、主として免疫薬理学的な機能性を評価した。その結果〈代謝液の凍結
乾燥粉末（PTCF）には異種抗原（SRBC）で免役したマウスにおける抗体産生の増強効果があることを明ら
かにした。また、ＰTCFにはマウスのＴ細胞の免疫応答を刺激する効果とともに、制がん剤による免疫機能
低下を予防する効果があることも明らかにした。さらには腸管免疫反応においてＴ細胞が産生するサイトカ
インのうち、Ｌ-2、IFN‐ｙ、GM-CFS及びIL-10の産生を選択的に増強させる効果があり、Ｔ細胞依存j性の
免疫応答を賦活化する効果もあることを明らかにした。
さらに、ＰTCFの成分分析をすることにより、Thlサイトカイン産生を誘導する活性成分の一つは３５kDa
の糖タンパク質であることを明らかにした。
今後は糖タンパク質の化学構造を決定するとともに、ＥＢＭに基づいた臨床応用を可能とするための病態
モデル実験が必要と考えられるが、本研究結果はそれらの可能陸を示唆するだけの十分な基礎研究結果であ
り、博士論文に値すると評価した。
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